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(57) Abstract: The invention relates to a method and a device for taking measure- 
ments of cells (60) which are contained in a liquid environment (66). According 
to the invention, the underside (68) of the membrane (62) of each cell (60) is po- 
sitioned on a surface (48), said surface (48) being penetrated by a channel (40), 
in which a negative pressure (70) is created in order to attach the cell (60) by suc- 
tion. The cell (60) is also electrically interrogated via at least one electrode (50), 
which is positioned at a distance from the cell (60). The negative pressure (70) is 
preferably set to pulse, in order to open the membrane (62) so that a connection is 
formed between the cell interior (64) which is surrounded by the membrane (62) 
and the channel (40). 

(57) Zusammenfassung: Ein Verfahren und eine Vorrichtung dienen zum Mes- 
sen an in einer flilssigen Umgebung (66) befindlichen Zellen (60), bei dem jede 
Zelle (60) mit einer Unterseite (68) ihrer Membran (62) auf einer Oberflache (48) 
positioniert wird, wobei die Oberflache (48) von einem Kanal (40) durchsetzt ist, 
in dem zum Ansaugen der Zelle (60) ein Unterdruck (70) eingestellt wird. Die 
Zelle (60) wird femer Uber mindestens eine Elektrode (50) elektrisch abgefragt, 
die von der Zelle (60) beabstandet angeordnet ist. Der Unterdruck (70) wird vor- 
zugsweise zum AufreiBen der Membran (62) pulsartig eingestellt, so daB das von 
der Membran (62) umschlossene Zellinnere (64) mit dem Kanal (40) verbunden 
wird. 
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Verfahren und Vorrichtuna zum Messen an in einer 
flussiqen Umqebung befindlichen Zellen 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Messen an in einer 
fliissigen Umgebung befindlichen Zellen, bei dem jede Zelle mit 
einer Unterseite ihrer Membran auf einer Oberflache positio- 
niert wird, wobei die Oberflache von mindestens einem Kanal 
durchsetzt ist, in dem zum Ansaugen der Zelle an die OberflMche 
ein Druckgefalle eingestellt wird und ferner die Zelle uber 
mindestens einer Elektrode elektrisch abgefragt wird. 
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Die Erfindung b trif ft ferner eine Vorrichtung zum elektrischen 
Messen an in fliissiger Umgebung bef indlichen Zellen, mit einem 
Substrat, das von einem Kanal durchsetzt ist, oberhalb dessen 
eine Zelle mit ihrer Unterseite ihrer Membran auf einer Ober- 
flache des Substrates positionierbar ist, wobei Mittel zum Er- 
zeugen eines Druckgef alles entlang des Kanals vorgesehen sind 
und eine erste Elektrode zur elektrischen Abfragung der Zelle 
vorgesehen ist. 

Ein Verfahren und eine Vorrichtung der vorstehend genannten Art 
sind aus der DE 197 12 309 Al bekannt. 

Es ist bekannt, zum Untersuchen von biologischen Zellen soge- 
nannte Mikroelektrodenanordnungen einzusetzen. Die Mikro- 
elektrodenanordnungen dienen dabei z.B. zum Stimulieren der 
Zellen oder zum Ableiten von Potentialen. Die Untersuchungen 
konnen dabei in einer biologischen Umgebung durchgefiihrt werden 
oder auch in einer artif iziellen Umgebung. Die Anordnungen um- 
fassen hierzu in einem Tragerkorper eine Vielzahl von Mikro- 
elektroden, deren Abmessungen etwa in der GroJ3enordnung der 
Zellen liegen, also im Bereich von einigen ^m bis einigen 
zehn pm. Eine Mikroelektrodenanordnung dieser allgemeinen Art 
ist z.B. aus der WO 97/05922 bekannt. 

Bei herkommlichen Mikroelektrodenanordnungen ist man mehr oder 
weniger auf den Zufall angewiesen, ob die eine oder die andere 
Zelle sich auf einer bestimmten Elektrode niederlaBt oder 
nicht. In der Praxis lassen sich die Zellen im allgemeinen nur 
unter teilweiser Uberdeckung auf einer Elektrode nieder, so dafl 
die Stimulation der Zelle bzw. die Ableitung eines Zellpotenti- 
als auf diese Teilflache beschrankt ist. Dariiber hinaus sitzen 
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die Zell n nur lose auf den Elektroden auf. Dies kann zu 
Problemen hinsichtlich des Abdichtwiderstandes zur Referenz- 
elektrode fiihren. Auch konnen Zellen auflerhalb des Bereichs 
einer Elektrode zu liegen kommen, so daJ3 sie bei der Messung 
nicht erfaBt werden. 

Bei der aus der eingangs genannten DE 197 12 309 Al bekannten 
Mikroelektrodenanordnung werden diese Nachteile dadurch vermie- 
den, daJi die Zellen in Mikrokuvetten eingefangen werden, an de- 
ren Boden sich eine Elektrode befindet. Die Elektrode ist mit 
einem zentralen Kanal versehen, in dem iiber geeignete Verbin- 
dungskanale, die unterhalb der Elektroden verlaufen, ein Unter- 
druck erzeugt werden kann. Auf diese Weise ist es moglich, ein- 
zelne Zellen zielgerichtet an die Elektroden heranzuziehen und 
sie unter einem gewissen Kontaktdruck auf den Elektroden zu 
fixieren. Es konnen dann Messungen an den Elektroden, jedoch 
nur von deren Auflenseite her, durchgefiihrt werden. 

Aus einem anderen Fachgebiet, der sogenannten Patch-Clamp- 
Technik, ist es bekannt, Zellen an einer Pipette mit Unterdruck 
anzusaugen (vgl. US-Z "NATURE" , Vol. 260, Seiten 799-801, 
1976). Bei der Patch-Clamp-Technik muJ3 jedoch die Pipette ge- 
zielt an eine einzelne Zelle herangefuhrt werden. Bei der 
Patch-Clamp-Technik werden die zu kontaktierenden Zellen nicht 
bewegt, da sie in der Regel an einem Substrat anhaften. Das 
herkommliche Kontaktieren von Zellen mit Patch-Clamp-Pipetten 
hat jedoch den Nachteil, dafl die Anzahl gleichzeitig kontak- 
tierbarer Zellen auJ3erst beschrankt ist, da aus Platzgrunden 
nicht beliebig viele Pipetten in die Kulturkammer eingefuhrt 
werden konnen. 
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Die Patch-Clamp-Technik hat andererseits gegeniiber der w iter 
oben beschriebenen Technik, bei der lediglich von der Auflen- 
seite der Zelle her Messungen moglich sind, den Vorteil, dafl 
das Zellinnere in die Messung mit einbezogen werden kann. 

Bei der konventionell angewandten Patch-Clamp-Technik mit Ein- 
zelpipetten wird dies unter mikroskopischer Beobachtung dadurch 
bewirkt, daJ3 eine fragile Glaspipette mittels eines Mikro- 
manipulators an eine auf einem Substrat haftende einzelne Zelle 
herangefiihrt und die Membran vorsichtig an die Pipettenof f nung 
angesaugt wird. Es besteht daher ein direkter Kontakt zwischen 
Glas- und Membranoberf lache. Dadurch wird ein Membranfleck 
gegeniiber der umgebenden Fliissigkeit abgedichtet und elektrisch 
isoliert. Diese Isolation wird auch als "Gigaseal" bezeichnet. 
Von dieser "Cell-Attached-Konf iguration" gelangt man zur soge- 
nannten "Whole-Cell-Konf iguration" , indem man die abgedichtete 
Membran weiter angesaugt. Dies geschieht derart, daJ3 das Mem- 
brans tuck unterhalb der Pipette durchbrochen wird. Auf diese 
Weise entsteht ein hydraulisch und elektrisch abgedichteter Zu- 
gang tiber die Pipettenof f nung zum Zellinneren. Die restliche 
Zellmembran ist damit als Ganzes elektrisch zuganglich (soge- 
nannter "whole cell patch"). Die Anwendung dieser herkommlichen 
Methode erfordert jedoch ein gehoriges MaJJ an Erfahrung und 
Fingerspitzengefiihl. Mehrere Zellen konnen nur sequentiell be- 
arbeitet werden. Diese Methode ist daher ungeeignet fur Massen- 
untersuchungen, wie sie.z.B. im Bereich des Pharmascreening, 
des Substanzscreening und dergleichen erforderlich waren. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren 
und eine Vorrichtung der eingangs genannten Art dahingehend 
weiterzubilden, dafl die vorstehend genannten Nachteile vermie- 
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d n werden. Insbesondere soil die Erfindung mbglichst konsi- 
stente Messungen vorzugsweise parallel an einer Mehrzahl von 
Zellen ermoglichen, insbesondere wie es im Bereich des experi- 
mentellen und anwendungsorientierten Screenings der Wirkung von 
pharmazeutischen Wirkstoffen auf zellularer Ebene gewunscht 
wird. 

Bei einem Verf ahren gemafl der eingangs genannten Art wird diese 
Aufgabe erf indungsgemafl dadurch gelost, dafl die Unterseite der 
Membran durch eine Erhohung des Druckgefalles aufgerissen wird 
und/oder die Membran durch Zugabe von porenbildenden Substanzen 
oder durch einen elektrischen Stromimpuls mikroporos und elek- 
trisch niederohmig gemacht wird oder aufgerissen wird. 

Bei einer Vorrichtung gemafl der eingangs genannten Art wird die 
der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe dadurch gelQst, dafl 
mindestens eine zweite Elektrode von der ersten Elektrode in 
Richtung des Kanals beabstandet angeordnet ist. 

Die der Erfindung zugrunde liegende Aufgabe wird auf diese Wei- 
se vollkommen gelost. 

Die Erfindung ermoglicht es, im Vergleich zu herkommlichen 
Patch-Clamp-Techniken, auf das diffizile Manipulieren einer 
fragilen Glaspipette zu verzichten, da die Funktion der her- 
kommlichen Glaspipette durch den Kanal in einem Substrat ausge- 
iibt wird, an den ein Unterdruck angelegt wird, urn eine Cell- 
Attached-Konf iguration einzustellen. Hat sich auf diese Weise 
ein Megaseal zwischen der Zellwand und der Oberflache, an die 
die Zelle angesaugt wird, eingestellt, so wird erf indungsgemaJJ 
entweder die Unterseite der Membran durch eine Erhohung des Un- 
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terdrucks auf gerissen, so dali nunmehr Messungen liber den Kanal 
durch das von der Membran umschlossene Zellinnere durchgefiihrt 
werden konnen. Alternativ oder zusatzlich hierzu kann die Mem- 
bran durch Zugabe von porenbildenden Substanzen mikroporos und 
elektrisch niederohmig gemacht werden. Durch die Zugabe solcher 
porenbildender Substanzen, wie etwa Nystatin oder Amphotericin 
B, werden in der Membran Poren gebildet, so dafl ein niederohmi- 
ger Zugang zum Zellinnern ermoglicht wird, durch den jedoch 
keine grofleren Molekule diffundieren konnen. Somit konnen die 
resultierenden Membranstrome gemessen werden, ohne daJ3 hierzu 
die Unterseite der Membran zerstort werden muJ3. Alternativ kann 
die Membran in diesem Bereich auch durch einen kurzzeitigen 
elektrischen Impuls durchlassig gemacht werden oder aufgerissen 
werden . 

Ein besonderer Vorteil der Erfindung liegt darin, dafi die Mefl- 
elektrode raumlich entfernt von der Membran angebracht werden 
kann, so dafi die Zelle nicht mit ihrer Membran unmittelbar auf 
der Elektrode auf liegt, sondern die Messung iiber das intra- 
zellulare Medium erfolgt. 

Wahrend bei der bekannten Anordnung gemaiJ der DE 197 12 309 Al 
nur extrazellulare Messungen moglich sind, d.h. Messungen von 
durch Membranstrome hervorgeruf enen Potentialanderungen in un- 
mittelbarer Umgebung der Zelle, konnen erf indungsgemafl intra- 
zellulare und extrazellulare Messungen durchgeflihrt werden, 
d.h. es kann die iiber die Membran hinweg anliegende Spannung 
gemessen und kontrolliert werden. Bevorzugt wird zu diesem 
Zweck ein Strom in die Membran injiziert. 
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Die Erfindung eignet sich daher in besonderem MaBe fiir Massen- 
untersuchungen im Bereich des Phannascreening und des Substanz- 
screening, der Identifizierung von Klonen (GVO's; genetisch 
veranderte Organismen) und im Rahmen von Substanzoptimierungen, 
wobei das Zytoplasma biologischer Zellen elektrisch gemessen 
wird, und zwar gleichzeitig oder unmittelbar sequentiell fiir 
eine Vielzahl derartiger Zellen. Die Erfindung eroffnet daher 
erstmalig die MSglichkeit, eine Technik mit denselben Vorteilen 
herkommlicher Patch-Clamp-Techniken in vollautomatisierter Wei- 
se einzusetzen. Es konnen daher viele derartige Zellen paral- 
lel, automatisierbar und mit hohem Durchsatz untersucht werden. 

In bevorzugter Weiterbildung der Erfindung wird das Druckgefal- 
le zum AufreiBen der Membran pulsartig erhoht. 

Durch diese MaJ3nahme wird es ermoglicht, auf kontrollierte Wei- 
se von der Cell-Attached-Konf iguration zur Whole-Cell-Konf igu- 
ration zu gelangen. 

Grundsatzlich ist es moglich, eine Mehrzahl von Kanalen in 
einem gemeinsamen Substrat vorzusehen und mit Hilfe des Unter- 
druckes Zellen an die Oberflache des Substrates an den Miindun- 
gen der Kanale anzusaugen. 

GemaB einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung wird die 
Zelle jedoch auf dem Boden einer Mikrokuvette positioniert . 

Diese Maflnahme hat den Vorteil, dafl in kontrollierter Weise 
iiber jedem Kanal ein fliissiges Medium mit einer Pipette oder 
dergleichen eingebracht werden kann, das die zu untersuchenden 
Zellen beinhaltet. Auf diese Weis kann eine grofle Anzahl von 
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Mikrokiivetten, die sich in einem gemeinsamen Trager befinden, 
gleichzeitig tiber je einen einer Mikrokuvette zugeordneten Ka- 
nal und zumindest je eine Mefielektrode gemessen werden. 

Bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem als MeBgrofle des elektri- 
schen Signals der Strom (l st ) durch das Zellinnere der Zelle 
verwendet wird und/oder das elektrische Potential an den Elek- 
troden gemessen wird. 

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung des erf indungsgemaflen Ver- 
fahrens wird die Zelle uber eine Elektrode, die in Richtung des 
Kanals von der Unterseite der Membran beabstandet ist, elek- 
trisch abgefragt. Hierzu kann ein Strom in das Zellinnere inji- 
ziert werden. 

Diese MaBnahme hat den Vorteil, da!3 ein direkter elektrischer 
Zugang nur in das Innere der Zelle hergestellt wird. Dadurch, 
dafl die Zelle mit ihrer Auflenmembran dicht auf dem Boden der 
Mikrokuvette auf liegt und dort sogar mittels Unterdruck f ixiert 
wird, entsteht in automatisierter Weise der aus der herkomm- 
lichen Patch-Clamp-Technik bekannte Gigaseal, d.h. ein extrem 
hoher und daher die Messung wenig beeinf lussender Leckwider- 
stand zwischen Intrazellular- und Extrazellularmedium. Dadurch, 
daii die Elektrode sich raumlich entfernt vom Gigaseal befindet, 
ist ferner gewahrleistet, dafl die Zelle selbst nur mit elek- 
trisch isolierenden Materialien in Verbindung kommt, so daJ3 die 
Aufrechterhaltung des Gigaseals gewahrleistet ist. 

Bei einer weiteren bevorzugten Aus fiihrungs form des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens wird in einer Anordnung mit einer Vielzahl 
von Kanalen der Druckimpuls oder der elektrische Stromimpuls 
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gleichzeitig an alle Kanale angelegt. Es ist jedoch alternativ 
auch moglich, die Druckimpulse bzw. Stromimpulse nacheinander 
an einzelne ausgewahlte Kanale anzulegen, sei es in beliebiger 
Reihenfolge Oder in streng sequentieller Vorgehensweise. 

Diese Mafinahmen haben den Vorteil, dafl nahezu beliebige Experi- 
mente an einer Vielzahl von Zellen automatisiert ausgefuhrt 
werden konnen, so dafl sehr viele Meflergebnisse pro Zeit erzielt 
werden . 

In bevorzugter Weiterbildung des erf indungsgemaflen Verfahrens 
wird die Zusammensetzung des intrazellularen flussigen Mediums 
nach dem Offnen der Membran oder der Erzeugung von Mikroporen 
durch Zugabe von Substanzen verandert oder das intrazellulare 
fliissige Medium ausgetauscht . Hierzu kann der Kanal mit zwei 
oder mehr getrennten Verbindungskanalen verbunden werden, wobei 
einer mit Elektrolyt gefiillt wird, der in seiner Zusammen- 
setzung derjenigen des Zytoplasmas ( Intrazellularf lussigkeit) 
ahnelt oder eine spezielle Fliissigkeit mit Wirkstof f zusatzen 
ist. 

Auf diese Weise wird eine gezielte und kontrollierte Beeinflus- 
sung des intrazellularen Mediums ermoglicht und gleichzeitig 
das mogliche Spektrum von durchfiihrbaren Messungen erheblich 
vergroflert. 

Bei der erf indungsgemaflen Vorrichtung ist mindestens eine zwei- 
te Elektrode von der ersten Elektrode in Richtung des Kanals 
beabstandet angeordnet. 
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In bevorzugter Weiterbildung sind Mitt 1 zur Steuerung des 
Druckgefalles vorgesehen, sowohl zur Erzeugung eines statischen 
Druckgefalles zur Einstellung einer Cell-Attached-Konf igu- 
r at ion, als auch zur pulsartigen Erhohung des Druckgefalles zum 
Aufreiften der Unterseite der Membran. 

Auf diese Weise kann einerseits die Einstellung des Megaseals 
auf zuverlassige und kontrollierte Weise erreicht werden und 
andererseits der Megaseal aufrechterhalten werden, wahrend 
durch einen kurzen Druckimpuls die Unterseite der Membran auf- 
gerissen wird und sich an die Kanalvandung anlegt. Dabei ist 
die Steuerung vorzugsweise so ausgelegt, daiJ der statische 
Unterdruck standig aufrechterhalten wird (Of f set-Druck) , so daB 
der Megaseal auch bei der Whole-Attached-Konf iguration auf- 
rechterhalten wird. 

Gemafl einer weiteren Ausgestaltung der erf indungsgemaflen Vor- 
richtung ist die Elektrode an dem von der ersten Elektrode ab- 
gewandten Ende des Kanals angeordnet. 

Dabei kann die Elektrode das abgewandte Ende des Kanals ring- 
formig umgeben. 

Diese Maflnahmen haben den Vorteil, daJ3 die Elektrode in einfa- 
cher Weise in eine Mikrostruktur integriert werden kann, indem 
sie auf der Unterseite der Schicht ausgebildet wird, in der der 
Kanal verlauft. 

Bei einer anderen Variante der Erfindung ist die Elektrode hin- 
gegen im Abstand vont abgewandten Ende des Kanals angeordnet. 
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Diese Mafinahme hat den Vorteil, dafi die Elektrode, wie noch zu 
erlautern sein wird, gegentiber dem Kanal auch beweglich ange- 
ordnet sein kann, so dafl mit derselben Elektrode nacheinander 
mehrere Zellen vermessen werden konnen. 

Gemafl einem weiteren Merkmal der Erfindung ist der Kanal an 
seinera der ersten Elektrode abgewandten Ende uber Ventile mit 
einer Mehrzahl von Kanalen verbunden, iiber die Fliissigkeit zu- 
oder abfiihrbar ist. 

Diese MaJ3nahme hat den Vorteil, daJ3 durch entsprechende Kon- 
trolle der Druckverhaltnisse in den Verbindungskanalen das 
Zellinnere nach Ausbildung der Whole-Cell-Konf iguration, d.h, 
nach Durchbrechen der Membran, mit Intrazellular-Fliissigkeit in 
Kontakt kommt. 

In zusatzlicher Weiterbildung der Erfindung ist iiber dem 
Substrat eine Mikrokuvette angeordnet, in deren Boden eine Off- 
nung vorgesehen ist. 

Auf diese Weise laflt sich die Fliissigkeit in einer insbesondere 
fur Massenuntersuchung geeigneten Weise oberhalb des Substrates 
speichern, indem der Kanal oder die Kanale vorgesehen sind. 
Hierbei konnen die Zellen durch eine geeignete trichterformige 
Ausbildung der Mikrokiivette unmittelbar bis in die Nahe einer 
Kanalmiindung einer Substratoberf lache gefiihrt werden. Auf al- 
ternative Weise kann die Offnung im Boden der Mikrokuvette je- 
doch auch einen deutlich grofleren Durchmesser haben, so dafl 
eine Fiihrung der Zelle bis zur Miindung des Kanals im wesentli- 
chen durch den angelegten Unterdruck erreicht wird. Dies er- 
leichtert die Herstellung der erf indungsgemafien Struktur. 
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Ferner ist es bevorzugt, eine Vielzahl von Kanalen in einem ge- 
meinsamen Substrat anzuordnen. 

Hierdurch ist eine kompakte Bauweise bei einfacher Herstellung 
erreichbar . 

Dabei sind ferner bevorzugt eine Vielzahl von Mikrokiivetten in 
einer Platte angeordnet. 

Hierdurch ergibt sich der Vorteil, dafl parallele oder sequenti- 
elle Messungen an vielen Zellen in einfacher Weise vorbereitet 
werden korinen, weil sich alle Mikrokiivetten in einer gemeinsa- 
men Platte befinden. 

Bei Ausfuhrungsformen der Erfindung, die eine gemeinsame Platte 
fiir die Mikrokiivetten verwenden, ist weiterhin bevorzugt, wenn 
die Platte mehrschichtig aufgebaut ist. 

Diese Mafinahme hat den Vorteil, den unterschiedlichen Anforde- 
rungen an die verschiedenen Elemente der Platte durch geeignete 
Werkstof fwahl Rechnung tragen zu konnen. 

Dies gilt insbesondere dann, wenn bei einer Fortbildung dieser 
Variante die Platte eine obere Schicht, eine mittlere Schicht 
und eine Unterschicht umfafit, wobei in der oberen Schicht die 
Mikrokiivetten angeordnet sind, die mittlere Schicht das 
Substrat mit den Kanalen bildet und in der Unterschicht Verbin- 
dungskanale, die zu den Kanalen fuhren, angeordnet sind, sowie 
in einer bevorzugten Ausf iihrungsform elektrische Zuleitungen, 
die zu den Kanalen fiihren, und Mikroelektroden angeordnet sind. 
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Diese Dreiteilung der Platte hat den Vorteil, daJJ fur die drei 
wesentlichen Funktionen jeweils einzelne Schichten unterschied- 
licher Dicke und unterschiedlicher Materialien eingesetzt wer- 
den konnen, 

Gemafi einer weiteren Ausfiihrung der Erfindung ist das Substrat 
mit einer Unterschicht verbunden, die aus einer oder mehreren 
Schichten aus photostrukturierbaren Materialien besteht, die 
eine raumliche Fiahrung von Verbindungskanalen erlauben, die zu 
den Kanalen flihren. 

Hierbei kann die Unterschicht auf einen Glastrager aufgebracht 
sein. 

Durch diese Maflnahmen wird eine besonders kompakte Bauweise und 
eine einfache Herstellung ermoglicht. Als photostrukturierbare 
Materialien sind bestimmte Polymere, aber auch bestimmte Glaser 
bekannt. 

Es ist bevorzugt f wenn die Verbindungskanale eine Breite zwi- 
schen 10 und 40 jum, vorzugsweise etwa 20 ym aufweisen. 

Die Kanale selbst haben bevorzugt eine lichte Weite von weniger 
als 10 /im, vorzugsweise von weniger als 5 pm. 

Diese Mafle haben sich im vorliegenden Zusammenhang als optimal 
erwiesen. Insbesondere wird dadurch, dafl die lichte Weite der 
Kanale geringer als der Zelldurchmesser ist, die Positionierung 
je einer Zelle auf einem Kanal unterstiitzt. 
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Wie bereits weiter oben angedeutet wurde, ist bei diesen Aus- 
fiihrungsformen der Erfindung besonders bevorzugt, wenn die 
Elektroden auf der Unterseite der mittleren Schicht oder der 
Oberseite der Unterschicht angeordnet sind. 

Diese Maflnahme hat den Vorteil, dafl die Elektroden samt ihren 
Zuleitungen durch einf aches Aufdrucken, Abscheiden, Aufdampfen 
und nachfolgende Mikrostrukturierung durch bekannte Verfahren 
(Photolitographie, Atzverf ahren, lift-off etc.) ausgebildet 
werden konnen. 

Es ist in diesem Fall weiter bevorzugt, wenn die Elektroden in 
Draufsicht als quadratische Flache mit einer Kantenlange zwi- 
schen 20 Jim und 60 Jim, vorzugsweise etwa 40 ausgebildet 
sind. 

Wie bereits erwahnt, kann in diesem Fall vorgesehen sein, die 
zu den Elektroden fiihrenden Leiterbahnen zwischen der mittleren 
und der unteren Schicht anzuordnen. Dies kann alternativ da- 
durch geschehen, dafl sie unten auf die mittlere oder oben auf 
die Unterschicht aufgetragen werden. Ein Auftrag auf die 
Unterseite der mittleren Schicht hat den Vorteil, dafl die Lei- 
terbahnen zusammen mit den Elektroden ausgebildet werden 
konnen, insbesondere auch mit demselben Werkstoff , insbesondere 
Edelmetall, vorzugsweise Gold. 

Die Leiterbahnen haben dabei vorzugsweise eine Breite zwischen 
5 pra und 30 /jm, insbesondere etwa 10 ym. 



WO 01/27614 



PCT7EP00/08895 



15 

Wie bereits erwahnt wurde, konnen bei einer mehrschichtigen 
Bauweise der Platte unterschiedliche Werkstoffe fur die einzel- 
nen Schichten verwendet werden. 

Die verschiedenen Schichten konnen z.B. unabhangig voneinander 
aus Kunststoff, aus Polymethylmethacrylat (PMMA), Silikon, 
PTFE, Polyimid Oder aus einem anorganischen Material, insbeson- 
dere aus Glas, Keramik oder Silizium hergestellt werden. 

Fiir das Substrat wird vorzugsweise Polyimid verwendet, das zu 
diesem Zweck als Folie eingesetzt wird, in der die Kanale als 
Bohrungen ausgebildet sind. Das Substrat (die Folie) hat dann 
vorzugsweise eine Dicke zwischen 2 und 40 Jim, vorzugsweise 
etwa 5 pm. 

Fiir die untere Schicht wird vorzugsweise Glas verwendet, Im 
Glas, das in nahezu beliebiger Dicke zur Verfiigung gestellt 
werden kann, um auf diese Weise auch die mechanische Stabilitat 
sicherzustellen, konnen die notwendigen Verbindungskanale und 
dergleichen in herkommlicher Weise ausgebildet werden. 

In zusatzlicher Weiterbildung der Erfindung ist es bevorzugt, 
das Substrat an der Unterseite einer Platte anzuordnen, in der 
eine Mehrzahl von Bohrungen als Mikrokiivetten ausgebildet ist, 
in deren Boden Locher vorgesehen sind, mit denen die Kanale des 
Substrates zentriert sind. 

Auf diese Weise laBt sich ein kombinierter Korper mit einer 
Vielzahl von Mikrokiivetten, denen einzelne Kanale und Elektro- 
den zugeordnet sind, auf relativ einfache Weise herstellen. 
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GemaB einer weiteren Ausfuhrung der Erfindung ist ein Hydrau- 
lik- und Mefleinheit vorgesehen, die eine 2ur Unterseite des 
Substrates hin offene Kammer aufweist, die an der Unterseite 
des Substrates derart positionierbar ist, dafi die Kammer mit 
einem ausgewahlten Kanal kommuniziert und nach auflen abgedich- 
tet ist, wobei die Kammer mindestens eine Elektrode enthalt und 
mit mindestens einem Anschluflkanal verbindbar ist, der mit 
einer Unterdruckquelle verbunden ist. 

Dabei kann ferner eine Verf ahreinheit zum Verfahren und Posi- 
tionieren der Platte und der Unterdruck- und MeJ3einheit relativ 
zueinander vorgesehen sein. 

Auf diese Weise kann eine einzige MeJ3einheit zur sequentiellen 
Vermessung einer Vielzahl von Zellen verwendet werden, wodurch 
sich eine erhebliche Kostenersparnis ergeben kann, 

Dabei konnen bevorzugt handelsiibliche, herkommliche Normraster- 
platten (sogenannte "96-Loch-Platten" , "384-Loch-Platten" Oder 
ahnliche) verwendet werden. Diese brauchen lediglich nach unten 
hin durch das Aufbringen der mit Kanalen (Lochern) versehenen 
Folie abgeschlossen zu werden. Die Messungen an den vielen ein- 
zelnen Zellen in den Bohrungen der Lochplatte werden nachfol- 
gend sequentiell durch Verfahren der Unterdruck- und Mefleinheit 
oder umgekehrt durch Verfahren der Normrasterplatten in bezug 
auf eine feststehende Unterdruck- und Mefleinheit durchgefiihrt. 
Diese erzeugt den Unterdruckimpuls zum Offnen der Zelle und 
enthalt auch die Elektrode, urn die anschlieJ3ende Messung durch 
das Zellinnere durchzufiihren. 
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Hierbei kann wiederum, wie zuvor bereits erwahnt, die Rammer 
mit einer Mehrzahl von Anschluflkanalen Uber Ventile verbunden 
sein, nm so das Zellinnere nach Ausbildung der Whole-Cell- 
Konfiguration mit Intrazellularf lussigkeit in Kontakt zu 
bringen oder die Zusammensetzung der Intrazellularf lussigkeit 
verandern zu konnen. 

Weitere Vorteile ergeben sich aus der Beschreibung und der bei- 
gefiigten Zeichnung. 

Es versteht sich, dafl die vorstehend genannten und die nach- 
stehend noch zu erlauternden Merkmale nicht nur in der jeweils 
angegebenen Kombination, sondern auch in anderen Kombinationen 
Oder in Alleinstellung verwendbar sind, ohne den Rahmen der 
vorliegenden Erfindung zu verlassen. 

Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung sind in der Zeichnung darge- 
stellt und werden in der nachf olgenden Beschreibung naher er- 
lautert. Es zeigen: 

Fig. 1 eine auflerst schematisierte perspektivische Ansicht 
eines Ausfiihrungsbeispiels einer erf indungsgemaBen 
Vorrichtung; 

Fig. 2 einen Schnitt durch eine Mikrokuvette der Anordnung 
gemafl Fig. 1, ebenfalls stark schematisiert; 

Fig. 3 eine Draufsicht auf die Mikrokuvette gemafl Fig. 2, 
in leicht verkleinertem Maflstab; 
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Fig. 4 einen Ausschnitt aus Fig. 2, in weiter vergrbflertem 
Maflstab, zur Erlauterung des erf indungsgemafien Ver- 
fahrens; 

Fig. 5 eine Darstellung, SLhnlich Fig. 3, darstellend den 
Stand der Technik; 



Fig. 6 eine perspektivische Ansicht sowie einen vergrofler- 
ten Ausschnitt daraus, eines weiteren Ausfiihrungs- 
beispiels einer erf indungsgemaflen Vorrichtung; und 



Fig. 7a) 

bis 7c) verschiedene Phasen beim Ansaugen einer Zelle, der 
Ausbildung einer Cell-Attached-Konf iguration und 
einer Whole-Cell-Konf iguration bei Verwendung von 
zwei Verbindungskanalen zu dem Kanal, in vereinfach- 
ter, schematischer Darstellung. 



Beispiel 1 



In den Figuren 1 bis 4 ist mit 10 eine Platte bezeichnet. In 
einer Oberflache 11 der Platte 10 ist durch Abformen ein Raster 
von Mikrokuvetten 12 ausgebildet. Die Mikrokiivetten 12 sind 
dreidimensional und haben fur die Kultur von Zellen geeignete 
Abmessungen. In einer Platte 10 konnen z.B. 8 x 12 = 96 Mikro- 
kiivetten 12 angeordnet sein. 



Mit einem Pfeil 14 ist angedeutet, dafl die Mikrokuvetten 12 von 
oben befiillt werden konnen, und zwar mit einer Flussigkeit, in 
der sich zu untersuchende Zellen befinden. Es ist dabei mog- 
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lich, die Mikrokuvetten 12 jeweils individuell mit unterschied- 
lichen FlUssigkeiten und Zellen zu befullen. 

Zum Ausfuhren der Messungen ist ein elektrisches AnschluBmodul 
16 vorgesehen, das seitlich an die Platte 10 angedockt werden 
kann, wozu eine ausreichende Vielzahl von Steckern 18 vorgese- 
hen ist. Die Stecker 18 stehen mit einem Netz von Leiterbahnen 
in Verbindung. Diese Leiterbahnen fiihren zu Elektroden, die im 
Bereich der Mikrokuvetten 12 angebracht sind, wie dies noch er- 
lautert werden wird. Vom elektrischen AnschluBmodul fiihrt eine 
Datenleitung 20 zu einem Steuergerat 22. 

Weiterhin ist ein hydraulisches AnschluBmodul 24 vorgesehen, 
das ebenfalls seitlich an die Platte 10 angedockt werden kann, 
und zwar mittels einer entsprechenden Vielzahl hydraulischer 
Stecker 26. Uber das hydraulische AnschluBmodul 24 kann in vor- 
bestimmter Weise, insbesondere individuell, unterhalb der 
Mikrokuvetten 12 ein Unterdruck erzeugt werden, insbesondere 
mit gepulstem zeitlichem Verlauf, wie dies weiter unten noch 
ausfiihrlich erlautert werden wird. 

Zu diesem Zweck sind die hydraulischen Stecker 26 uber ein 
Netzwerk von Verbindungskanalen und Offnungen 49 am Boden der 
Mikrokuvetten mit den Mikrokuvetten 12 verbunden. Wenn alle 
Mikrokuvetten 12 mit demselben Unterdruck beaufschlagt werden 
sollen, sind alle Verbindungskanale parallel geschaltet und 
werden im hydraulischen AnschluBmodul 24 mit einer zentralen, 
gesteuerten Unterdruckquelle direkt verbunden. Wenn jedoch die 
einzelnen Mikrokuvetten 12 mit jeweils individuellem Unterdruck 
angesteuert werden sollen, kann ebenfalls eine zentrale Unter- 
druckquelle verwendet werden, die an das Netzwerk von Verbin- 



WO 01/27614 PCT7EP00/08895 

20 

dungskanalen angeschlossen ist, wobei sich dann in diesen Ver- 
bindungskanalen individuell steuerbare Ventile befinden. Alter- 
nativ konnen aber in den Verbindungskanalen auch miniaturisier- 
te Pumpen, insbesondere Miniatur-Membranpumpen , angeordnet 
sein, die individuell angesteuert werden. Die elektrische An- 
steuerung der Ventile und/oder Miniaturpumpen kann entweder 
iiber das elektrische Anschluflmodul 16 oder das hydraulische An- 
schluflmodul 24 erfolgen. In jedem Fall fiihrt eine Leitung 28 
zum Ansteuern der vorerwahnten Elemente vom hydraulischen An- 
schluflmodul 24 zum Steuergerat 22. 

Das Steuergerat 22 steht seinerseits mit einem Multiplexer 30 
in Verbindung, urn in vorbestimmter Weise mehrere Messungen 
gleichzeitig oder gegebenenf alls sequentiell durchfuhren zu 
konnen . 

Wie man aus Fig. 2 erkennt, besteht die Platte 10 im wesentli- 
chen aus drei Schichten. Auf der Unterschicht 32 befindet sich 
eine mittlere Schicht oder ein Substrat 34, das als Folie aus- 
gebildet ist. Eine obere Schicht 36 ist als Mikrostruktur- 
schicht ausgefiihrt. Die Unterschicht 32 besteht dabei vorzugs- 
weise aus Glas. Das Substrat 34 ist vorzugsweise eine Poly- 
imidfolie. Die Mikrostruktur schicht 36 besteht demgegeniiber 
vorzugsweise aus Polymethylmethacrylat (PMMA). 

In der Oberseite der Unterschicht 32 ist ein Verbindungskanal 
38 ausgefiihrt. Der Verbindungskanal 38 dient zum individuellen 
Ansteuern der in Fig. 2 dargestellten Mikrokiivette 12. Der Ver- 
bindungskanal 38 steht iiber einen vertikalen Kanal 40 im 
Substrat 34 mit einer Offnung 49 am Boden 48 der Mikrokiivette 
12 in Verbindung. Die Mikrokiivette 12 ist an ihrer Oberseite 
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mit einem zylindrischen Abschnitt 42 versehen, der mit einer 
Referenzelektrode 44 ausgekleidet ist. Die Referenzelektrode 44 
ist an einen ersten elektrischen Anschlufi 46 angeschlossen. 
Dieser liegt vorzugsweise auf Masse. 

Unten an den zylindrischen Abschnitt 42 schlieJ3t sich ein 
trichterformiger Abschnitt an, der den Boden 48 bildet, in dem 
die Offnung 49 vorgesehen ist. 

Eine Elektrode 50 ist naherungsweise ringformig um das untere 
Ende des vertikalen Kanals 40 herum angeordnet. Sie ist zu die- 
sem Zweck auf die Unterseite des Substrates 34 aufgebracht. Die 
Elektrode 50 ist an eine Zuleitung 52 angeschlossen, die zwi- 
schen Unterschicht 32 und dem Substrat 34 verlauft. Die Zulei- 
tung 52 kann z.B. zusammen rait der Elektrode 50 auf die Unter- 
seite des Substrates 34 aufgedruckt f aufgedampft, abgeschieden 
oder dergleichen sein. Die Zuleitung 52 ist mit einem zweiten 
elektrischen Anschlufi 54 verbunden. 

Die Elektroden 46 und 50 bestehen aus Silber/Silberchlorid 
(Ag/AgCl). Derartige Elektroden werden in der Fachwelt als 
"reversibel" oder als "nicht polarisierbar" bezeichnet. Sie ha- 
ben den Vorteil, dafl an den Zellen nicht nur Wechsel- 
spannungsmessungen, also Messungen der Potentialspitzen (sog. 
"spikes"), sondern auch Gleichspannungsmessungen moglich sind. 
Sie konnen auch zur Strominjektion verwendet werden. 

Zwischen den Elektroden 46 und 50 wird die Mefispannung U Mp ge- 
messen. Ferner kann iiber den zweiten Anschlufi 54 parallel zur 
Spannungsmessung ein Stimulationsstrom I st eingespeist werden. 
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Dies wird weiter unt n anhand von Fig. 4 noch naher erlautert 
werden . 

Wie man aus der Draufsicht gemafl Fig. 3 erkennen kann, sind 
mehrere Elektroden 12 in der Platte 10 in Form eines Rasters 
angeordnet, wobei das Rastermafi d zwischen 0,1 und 10 mm, vor- 
zugsweise bei etwa 9 mm liegt. 

Die Mikrokiivetten 12 haben im Bereich ihres zylindrischen Ab- 
schnitts 42 einen Innenradius r zwischen etwa 1 und 9 mm, vor- 
zugsweise von etwa 7 mm, was eine leichte Befiillung erlaubt. 
Die lichte Weite x des vertikalen Kanals 40 betragt weniger als 
10 jim, vorzugsweise weniger als 5 jim. 

Die Leiterbahnen 52 haben eine Breite b x zwischen 5 jum und 30 
pm, vorzugsweise etwa 10 pm. Die Elektroden 50 sind in Drauf- 
sicht vorzugsweise quadratisch ausgebildet und haben eine Kan- 
tenlange a zwischen 20 pm und 60 j/m, vorzugsweise etwa 40 Jim. 
Die Verbindungskanale 38 haben einen Breite b 2 zwischen 10 ^m 
und 40 pm, vorzugsweise etwa 20 pm. 

Das Substrat 34 bzw. die Folie ist zwischen 2 ^m und 40 Jim, 
vorzugsweise etwa 5 jum dick. 

Der Abstand 1 der Mikrokiivetten 12 vom Rand der Platte 10 be- 
tragt vorzugsweise mindestens 2 cm, wodurch ein hoher Shunt- 
widerstand, d.h. eine elektrische Entkopplung der einzelnen 
Elektroden erreicht wird. 

Die Elektrode 50 und die Leiterbahnen 52 bestehen vorzugsweise 
aus Gold. 
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In Fig. 2 ist noch angedeutet, daJ3 in den Verbindungskanal 38 
eine Mikropumpe 56 integriert sein kann, die mittels eines 
dritten Anschlusses 58 ansteuerbar ist. Mittels der Mikropumpe 
56 Oder mittels einer zentralen Unterdruckquelle, gegebenen- 
falls unter Einschaltung von Ventilen in den Verbindungskanalen 
38 , kann ein Unterdruck mit gezieltem zeitlichem Verlauf in den 
Verbindungskanalen 38 eingestellt werden. 

Fig. 4 zeigt in weiter vergroflertem MaBstab die Situation, wenn 
sich eine Zelle 60 auf dem Boden 48 der Mikrokiivette 12 abge- 
senkt hat. Dies geschieht entweder durch Schwerkraft Oder ge- 
zielt dadurch, daJJ durch Anlegen eines vorzugsweise konstanten 
Unterdrucks im Kanal 40 die Zelle 60 gezielt angesaugt wird. 
Die trichterformige Gestalt des Abschnittes am Boden 48 der 
Mikrokiivette 12 bewirkt dariiber hinaus eine Vereinzelung der 
Zellen, so daJ3 im Regelfall nur eine einzige Zelle 60 auf der 
Offnung 49 am Boden 48 der Mikrokiivette 12 iiber dem Kanal 40 
liegen wird. 

In Fig. 4 ist die Auflenhaut oder Membran der Zelle 60 mit 62 
und das Zellinnere mit 64 bezeichnet. Die Zelle 60 befindet 
sich in einer umgebenden Flussigkeit 66, die in dem gezeigten 
Ausfuhrungsbeispiel auch die Verbindungskanale 38 und die Kana- 
le 40 ausfiillen kann und dort austauschbar ist. Sie liegt mit 
ihrer Unterseite 68 auf dem Boden 49 auf. 

Sobald diese Position erreicht ist, wird im Verbindungskanal 38 
ein Unterdruckimpuls erzeugt, wie in Fig. 4 mit einem Pfeil 70 
angedeutet. Dieser Unterdruckimpuls 70 ist so bemessen, daJ3 die 
Unterseite 68 aufgerissen und nach Art eines Kragens 72 in den 
Kanal 40 hineingestiilpt wird. Das Zellinnere 64 steht dann 
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direkt mit dem Kanal 40 bzw. der darin befindlichen FlUssigkeit 
in Verbindung. Alternativ kann auch auf einen Unterdruckimpuls 
verzichtet werden und die Unterseite der Membran durch Zugabe 
von porenbildenden Substanzen, z.B. Nystatin Oder Amphotericin 
B, durchlassig gemacht werden, so dafi ein niederohmiger Zugang 
zum Zellinnern entsteht, jedoch keine grSfieren Molekule hin- 
durch dif f undieren konnen. 



In Fig. 4 ist ferner das elektrische Ersatzschaltbild der Zelle 
60 eingezeichnet. 



Mit R M und C M sind der Widerstand und die Kapazitat der Membran 
62 bezeichnet. R fl ist der Sealwiderstand, d.h. der Isolations- 
widerstand zwischen Zellinnerem 64 und Extrazellularmedium 66 
auJJerhalb der Zelle 60. R p ist der Widerstand zwischen dem 
Zellinneren 64 und der Elektrode 50, wahrend R k der Widerstand 
zwischen Elektrode 50 und Ref erenzelektrode 44 ist. 



Dadurch, daJ3 der Kragen 72 sich in den Kanal 40 hineinstiilpt 
und an der Wand 48 anliegt, ohne jedoch die relativ weit ent- 
fernte Elektrode 50 zu erreichen, hat R 8 einen sehr hohen Wert 
("Gigaseal" ) . 



Im stromlosen Zustand, wenn also iiber den Anschlufi 54 und durch 
den Verbindungskanal 38 kein Strom flieflt, entspricht die Span- 
nung der an der Zellmembran anliegenden Membranspannung U M . 
Kann hingegen iiber den Verbindungskanal ein endlicher Strom 
fliefien, gilt die Beziehung: 



d.h. die Membranspannung U M ist proportional zur Spannung U^. 



Uaap " R k + R p Um/ 



WO 01/27614 



PCT/EP00/08895 



25 

Im Falle des Einleitens eines Stimulationsstromes I ST in den 
zweiten AnschluB 54 gilt fiir die Membranspannung U„ im statio- 
naren Zustand die Beziehung: 

fiir den Fall, daJ3 R k » Rp + R a R^fRg + RJ ist. Diese Bedingung 
wird erf indungsgemafi durch ausreichend lange VerbindungskanSle 
mit geringem Kanalquerschnitt erreicht. 

Auf die vorstehend beschriebene Weise wird also die Zelle 60 am 
Boden 48 der Mikrokuvette 12 sowohl hydraulisch als auch elek- 
trisch kontaktiert, indem iiber die Elektrolytlosung der erfor- 
derliche Unterdruck und - durch zusatzliches Erzeugen eines Un- 
terdruckimpulses 70 - der Of f nungsvorgang an der Zelle 60 be- 
wirkt wird. 

Veraleichsbeispiel 

Um den Unterschied der erf indungsgemaJJen Vorgehensweise zum 
Stand der Technik gemafi DE 197 12 309 Al zu illustrieren, ist 
in Fig. 5 eine Darstellung ahnlich Fig. 4 gezeigt, die der be- 
kannten Anordnung entspricht. Gleiche Elemente sind dabei mit 
gleichen Bezugszeichen versehen, wobei jeweils ein "a" hinzuge- 
fUgt wurde. 

Wie man aus Fig. 5 deutlich erkennt, liegt bei diesem Stand der 
Technik die Zelle 60a unmittelbar auf der Elektrode 50a auf. 
Die Zelle 60a wird daher von auBen, d.h. von der Aufienseite der 
Membran 62a f elektrisch beauf schlagt. Der Kanal 40a di nt bei 
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diesem Stand der Technik ausschliefilich dazu, durch Anlegen 
eines gewissen, geringen Unterdrucks die Zelle 60a an den Boden 
48a anzuziehen und dort zu fixieren, wobei der Boden 48a im 
Gegensatz zur vorliegenden Erfindung bei diesem Stand der Tech- 
nik durch die Elektrode 50a gebildet wird. 

Selbst wenn man bei diesem Stand der Technik iiber den Kanal 40a 
einen Unterdruckimpuls an die Zelle 60a legen und die Membran 
62a offnen wiirde (wovon in diesem Stand der Technik keine Rede 
ist), so wiirde sich ein Kragen 72a auf der Unterseite 68a der 
Zelle 60a bilden, der die Elektrode 50a im Bereich des Kanals 
40a iiberdeckt. Trotz des Offnens der Zelle 60a wiirde die Elek- 
trode 50a somit immer noch keine direkte Messung durch das 
Zellinnere 64a ermoglichen, sondern auch weiterhin nur an der 
AaBenseite der Membran 62a anliegen. Es wiirden daher die Mes- 
sungen bei dieser Vorrichtung nach dem Stand der Technik auch 
bei einem Offnen der Unterseite 68a der Zelle 60a nicht anders 
ablaufen als dort fiir den Fall beschrieben, bei dem der Unter- 
druck nicht zu einem Offnen der Zelle 60a fiihrt. 

Beispiel 2 

Schliefllich zeigt Fig. 6 noch ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel 
einer erf indungsgemafien Vorrichtung. 

Mit 80 ist in Fig. 6 eine Platte bezeichnet, die von an sich 
herkommlicher Bauart ist. Platten 80 dieser Art werden als "96- 
Loch-Platte" bezeichnet. Sie enthalten 96 im Raster angeordnete 
vertikale zylindrische Bohrungen 84. Diese Bohrungen 84 konnen 
als Mikrokuvetten eingesetzt werden. Die Platte 80 kann, wie in 
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Fig. 6 rechts oben durch eine gestrichelte Linie angedeutet, 
auch mehrschichtig, insbesondere zweischichtig, aufgebaut sein. 

Ein Boden 82 der zylindrischen Bohrungen Oder Mikrokiivetten 84 
wird durch ein als Folie ausgebildetes Substrat 86 gebildet, 
das unten auf die Platte 80 geklebt, geschweiflt Oder sonstwie 
gebondet ist. Das Substrat 86 enthalt jeweils im Zentrum des 
Bodens 82 einen Kanal 88, der als Loch ausgebildet ist. 

Im Gegensatz zum erf indungsgemafien Ausfuhrungsbeispiel gemafi 
den Figuren 2 bis 4 befindet sich unterhalb des Substrates 86 
kein Trager mit einem System von Verbindungskanalen. Statt des- 
sen ist eine verfahrbare Hydraulik- und MeUeinheit 90 vorgese- 
hen, die individuell von unten an die Unterseite 91 der Folie 
86 herangeftihrt werden kann. 

Die Einheit 90 umfaBt eine topfformige Kammer 92, die an ihrer 
oberen Stirnseite mit einer Ringdichtung 94 versehen ist. Auf 
diese Weise kann die Kammer 92 dicht an die Unterseite 91 ange- 
setzt werden, und zwar derart, dafi die Vertikalachse der Kammer 
92 rait der Achse jeweils eines Lochs 88 fluchtet. 

Von der Kammer 92 fuhrt eine Rohrleitung 96 zu einer nicht dar- 
gestellten Unterdruckeinheit. Auf diese Weise kann in der Kam- 
mer 92 ein Unterdruckimpuls erzeugt werden, wie mit einem Pfeil 
98 angedeutet. 

Am Boden der Kammer 92 ist eine Elektrode 100 angeordnet, die 
mit einem externen AnschlaB 102 verbunden ist. 
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Mit 104 ist eine mehrachsige Verfahreinheit angedeutet. Die 
Verfahreinheit 104 gestattet es, die Hydraulik- und Mefleinheit 
90 an der Unterseite 91 entlang zu fuhren, und zwar von Mikro- 
kuvette 84 zu Mikrokiivette 84, um jeweils die Einheit 90 dann 
von unten dicht um das jeweilige Loch 88 herum an die Unter- 
seite 91 anzupressen. Durch Beauf schlagen der Rohrleitung 96 
mit einem Unterdruckimpuls 98 kann dann das gleiche Experiment 
durchgefuhrt werden, wie es weiter oben anhand Fig. 4 zum er- 
sten Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung erlautert wurde. 

Das erste Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung gemafi den Figuren 2 
bis 4 hat den Vorteil, daJ3 eine kompakte Platte mit samtlichen 
VerbindungskaneLlen zum Ansteuern der Mikrokuvetten 12 zur Ver- 
fugung steht, so dafl ohne weitere Betatigungseinrichtungen, le- 
diglich durch Ansteuern von Ventilen, Kontakten und dergleichen 
eine Vielzahl von Messungen sequentiell oder im Multiplex- 
Betrieb durchgefuhrt werden kann. 

Das zweite Ausfuhrungsbeispiel gemafl Fig. 6 hat demgegeniiber 
den Vorteil, daJ3 eine handelsiibliche Platte eingesetzt werden 
kann und daJ3 der Aufwand fur eine Unterschicht mit einer Viel- 
zahl von Verbindungskanalen, Leiterbahnen und einzelnen Elek- 
troden gespart wird. 

Beispiel 3 

In den Fig. 7a) bis c) ist ein weiteres Ausfuhrungsbeispiel der 
Erfindung auBerst schematisch dargestellt, das im folgenden na- 
her erlautert wird. 
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Wied rum ist ein Substrat 110 vorgesehen, das beispielsweise 
aus einer Polyimid-Folie bestehen kann. In dem Substrat 110 ist 
eine Mehrzahl von Kanalen ausgebildet, von denen einer, der mit 
der Ziffer 122 bezeichnet ist, dargestellt ist. Oberhalb des 
Substrates 110 befindet sich eine Flussigkeit, in der Zellen 
112 vorhanden sind. Unterhalb des Kanals 122 ist eine Kammer 
124 gebildet, die mit dem Kanal 122 kommuniziert und an deren 
Boden ahnlich wie bei der Ausfiihrung gemafl Fig. 6 eine Elektro- 
de 126 vorgesehen ist. 

Im Unterschied zu den zuvor beschriebenen Ausfuhrungen steht 
diese Kammer 124 jedoch nicht nur mit einem Verbindungskanal, 
sondern mit zwei Verbindungs kanalen 130 , 132, in Verbindung. 
Diese Verbindungskanale 130, 132 sind iiber Ventile 118, 120 mit 
Fliissigkeitsreservoirs F x und F 2 verbindbar. 

Es versteht sich, dafl die Darstellung rein schematisch ist und 
dafl die Verbindungskanale 130, 132 z.B. in einer photopolimeri- 
sierbaren Schicht ausgebildet sein konnen und dafl die Ventile 
vorzugsweise an den aufleren Enden der Kanale ausgebildet sind. 

Ist nun, wie in Fig. 7a) dargestellt, das Ventil 120 geschlos- 
sen und das Ventil 118 geoffnet, so fuhrt das Anlegen eines 
Druckes P 1 an den Kanal 130, der geringer ist als der Druck P 0 
in der Flussigkeit 114 zur Ausbildung einer Stromung in Rich- 
tung des Pfeiles 133 durch den Kanal 122 und den Zuflihrkanal 
130. Dies ftthrt dazu, dafl die Zelle 112 angesaugt wird und sich 
auf die Oberflache 128 des Substrates 110 oberhalb der Offnung 
des Kanales 122 aufsetzt und bei Auf rechterhaltung des Unter- 
druckes ein Megaseal ausbildet, so dafl sich die Cell-Attached- 
Konf iguration einstellt. 
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Wird nunmehr gemafl Fig. 7b) das Ventil 120 geoffnet, wobei die 
Beziehung P x < P 2 < P 0 eingehalten wird, so fiillt sich die Ram- 
mer 124 mit intrazellularem Medium aus dem Flussigkeitsreser- 
voir F 2 , wahrend sich eine Stromung in Richtung des Pfeiles 134 
aus dem Verbindungskanal 132 durch die Rammer 124 in den Zu- 
fUhrkanal 130 einstellt. Hierbei mufl der Druck P 2 grofler als 
der Druck P l sein, damit die Stromung in Richtung des Pfeiles 
134 aus dem Verbindungskanal 132 zum Verbindungskanal 130 ge- 
richtet ist; ferner miissen beide Driicke P x und P 2 geringer als 
der Druck P 0 in dem Extrazellularmedium 114 sein, von dem die 
Zelle 112 umgeben ist. 

Nunmehr wird in der nachfolgenden Phase gemafl Fig. 7c) das Ven- 
til 118 geschlossen und ein pulsartiger Unterdruck an den Ver- 
bindungskanal 132 angelegt, so dafl P 2 sehr viel kleiner als P 0 
wird (P 2 « P 0 ). Dadurch wird die Unterseite der Membran der 
Zelle 112, der Membranpatch, angesaugt und infolge der Unter- 
druckstofle auf gebrochen, so dafi sich nunmehr ein Whole-Cell- 
Patch-Clamp einstellt. Die Stromung erfolgt wahrend dieser Pha- 
se in Richtung des Pfeiles 135 durch den Ranal 122 und den Ver- 
bindungskanal 132 zum Flussigkeitsreservoir F 2 hin. Es wird 
nunmehr ein Zustand erreicht, in dem die Rammer 124 ausschliefl- 
lich mit Intrazellularmedium 116 gefiillt ist. Anschlieflend kann 
uber das Ventil 118 wieder mit einem anderen Medium gearbeitet 
werden, sofern dies fur die durchzufiihrenden Messungen er- 
wiinscht ist. 

Der Vorteil dieser Anordnung und dieses Verfahrens liegt darin, 
dafl mit genau kontrolliertem Intrazellularmedium gearbeitet 
werden kann, dessen Zusammensetzung beeinfluflt werden kann oder 
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da£ sogar ein and res Intrazellularraedium vervendet werden 
kann. 

Diese Ausfiihrung mit zwei Oder mehr Verbindungskanalen, die 
iiber Ventile steuerbar sind, ist grundsatzlich sowohl mit der 
Ausfiihrung kombinierbar, die zuvor anhand der Fig. 1 bis 4 er- 
lautert wurde, als auch mit der Ausfiihrung gemaB Fig. 6. 
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Patentansprllche 

1. Verfahren zum Messen an in einer fltissigen Umgebung (66) 
befindlichen Zellen (60; 112), bei dexn jede Zelle (60; 
112) mit einer Unterseite (68) ihrer Membran (62) auf ei- 
ner OberflMche (48; 82; 128) positioniert wird, die von 
mindestens einem Kanal (40; 88; 122) durchsetzt ist, an 
dem zum Ansaugen der Zelle (60; 112) an die Oberflache 
(48; 82; 128) ein Druckgefalle (70) eingestellt wird und 
die Zelle (60; 112) uber mindestens eine Elektrode (44, 
50; 100; 126) elektrisch abgefragt wird, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJ3 die Unterseite (68) der Membran (62) durch 
eine Erhohung des Druckgef alles aufgerissen wird und/oder 
die Membran (62) durch Zugabe von porenbildenden Substan- 
zen oder durch einen elektrischen Stromimpuls raikroporSs 
und elektrisch niederohmig gemacht wird oder aufgerissen 
wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das Druckgefalle zum Aufreiflen der Membran (62) pulsartig 
erhoht wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi zur Positionierung der Zelle (60) ein Boden (48; 82) 
einer Mikrokiivette (12; 84) verwendet wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafi die Zelle (60; 112) iiber eine 
von der Unterseite (68) der Membran (62) in Richtung des 
Kanals (40; 88; 122) raumlich beabstandete Elektrode (50; 
100; 126) elektrisch abgefragt wird. 
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5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafl ein Strom (I st ) durch das Zell- 
innere (64) geleitet wird Oder eine Potentialmessung aus- 
gefiihrt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl in einer Anordnung mit einer Vielzahl 
von Kanalen (40; 88; 122) der Impuls (70) zur ErhShung 
des Druckgefalles oder der elektrische Stromimpuls zum 
Offnen der Membranf lache (68) gleichzeitig an alien Kana- 
len (40; 88; 122) erzeugt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl in einer Anordnung mit einer Vielzahl 
von Kanalen (40; 88; 122) der Impuls (70; 98) zur Erho- 
hung des Druckgefalles oder der elektrische Stromimpuls 
zum Offnen der Membranf lache (68) nacheinander an ausge- 
wahlten einzelnen oder mehreren Kanalen (40; 88; 122) er- 
zeugt wird. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafl die Zusammensetzung des intra- 
zellularen fliissigen Mediums (116) durch Zugabe von Sub- 
stanzen verandert wird oder dafl das intrazellulare fliis- 
sige Medium (116) ausgetauscht wird. 

9. Vorrichtung zum elektrischen Messen an Zellen (60; 112) 
in flussiger Umgebung (66), mit einem Substrat (34; 86), 
das von einem Kanal (40; 88; 122) durchsetzt ist, ober- 
halb dessen eine Zelle (60; 112) mit iner Unterseite 
(68) ihrer Membran (62) auf einer Oberf lache (49; 85; 
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128) des Substrates (34; 86) positionierbar ist, wobei 
Mittel (56) zum Erzeugen eines Druckgef alles (70) entlang 
des Kanals vorgesehen sind und eine erste Elektrode (44) 
zur elektrischen Abfragung der Zelle (60; 112) vorgesehen 
ist, dadurch gekennzeichnet, dafl mindestens eine zweite 
Elektrode (50; 100; 126) von der ersten Elektrode (44) in 
Richtung des Kanals (40; 88; 122) beabstandet angeordnet 
ist. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi 
Mittel (56, 58) zur Steuerung des Druckgef alles (70) vor- 
gesehen sind, sowohl zur Erzeugung eines statischen 
Druckgef alles (70) zur Einstellung einer Cell-Attached- 
Konfiguration, als auch zur pulsartigen Erhohung des 
Druckgef alles (70) zum Aufreiflen der Unterseite (68) der 
Membran (62). 

11. Vorrichtung nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeich- 
net, daJ3 die zweite Elektrode (50) an dem von der ersten 
Elektrode (44) abgewandten Ende des Kanals (40) angeord- 
net ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die zweite Elektrode (50) das abgewandte Ende des Kanals 
(40) ringformig umgibt. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dafi der Kanal (122) an seinem der ersten 
Elektrode (44) abgewandten Ende uber Ventile (118, 120) 
mit einer Mehrzahl von Kanalen (130, 132) verbunden ist, 
uber die Fliissigkeit (F lf F 2 ) zu- oder abfuhrbar ist. 
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14. Vorrichtung nach einem oder mehreren der Anspruch 9 bis 
13, dadurch gekennzeichnet, daJ3 eine Vielzahl von Kanalen 
(40; 88; 122) in einem gemeinsamen Substrat (34; 86; 110) 
angeordnet ist. 

15 • Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, da/J iiber dem Substrat (34; 86) eine 
Mikrokiivette (12; 84) angeordnet ist, in deren Boden (48; 
82) eine Offnung (49; 88) vorgesehen ist. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 9 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 der Kanal (40; 88; 122) eine lichte 
Weite (x) von weniger als 10 jum, vorzugsweise weniger als 
5 j;m aufweist. 

17. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 14 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dafl eine Vielzahl von Mikrokuvetten (12; 
84) in einer Platte (10; 80) angeordnet sind. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Platte (12; 80) mehrschichtig aufgebaut ist. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Platte (10) eine obere Schicht (36), eine mittlere 
Schicht und eine Unterschicht (32) umfaflt, wobei in der 
oberen Schicht (36) die Mikrokuvetten (12) angeordnet 
sind, die mittlere Schicht das Substrat (34) bildet, in 
dem die KanSle (40) angeordnet sind und die Unterschicht 
(32) Verbindungskanale (38) enthalt, die zu den Kanalen 
(40) fiihren. 
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20 . Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dafl das Substrat (34; 86) mit einer 
Unterschicht (32) verbunden ist f die aus einer Oder meh- 
reren Schichten aus photostrukturierbaren Materialien be- 
steht, die Verbindungskanale (38) aufweisen, die zu den 
Kanalen (40; 88; 122) ftihren. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Unterschicht (32) auf einen Glastrager aufgebracht 
ist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 19, 20 Oder 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, daJ3 die Verbindungskanale (38) eine Breite (b 2 ) 
zwischen 10 ]jm und 40 pm, vorzugsweise etwa 20 aufwei- 
sen. 

23. Vorrichtung nach einem der Anspruche 19 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Elektroden (50) auf der Untersei- 
te des Substrates (34) oder auf der Oberseite der Unter- 
schicht (32) angeordnet sind. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, daJ3 
die Elektroden (50) eine quadratische Flache mit einer 
Kantenlange (a) zwischen 20 pirn und 60 jum, vorzugsweise 
etwa 40 pim aufweisen. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, da/3 zu den Elektroden (50) fiihrende Leiter- 
bahnen (52) zwischen dem Substrat (34) und der Unter- 
schicht (32) angeordnet sind. 
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26. Vorrichtung nach Anspruch 25 , dadurch gekennzeichnet, daB 
die Leiterbahnen (52) eine Breite (b x ) zwischen 5 fim und 
30 pm, vorzugsweise etwa 10 aufweisen. 

27. Vorrichtung nach einem der Anspruche 19 bis 26, dadurch 
gekennzeichnet, dafl zumindest die obere Schicht (36), die 
Unterschicht (32) Oder das Substrat (34) unabhSngig von- 
einander aus Kunststoff, insbesondere aus Polymethyl- 
methacrylat (PMMA), Silikon, PTFE, Polyimid Oder aus ei- 
nem anorganischen Material, insbesondere aus Silizium, 
Keramik oder Glas bestehen. 

28. Vorrichtung nach einem der Anspruche 19 bis 27, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 das Substrat (34; 86) eine Schicht- 
dicke von 2 ym und 40 pirn, vorzugsweise etwa 5 fim auf- 
weist. 

29. Vorrichtung nach einem der Anspruche 9 bis 28, dadurch 
gekennzeichnet, daJ3 das Substrat (34; 86) aus einer Folie 
besteht, in der eine Mehrzahl von Kanalen (40; 88) als 
Bohrungen ausgebildet ist. 

30. Vorrichtung nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, daR 
das Substrat (86) an der Unterseite einer Platte (80) an- 
geordnet ist, in der eine Mehrzahl von Bohrungen als 
Mikrokuvetten (84) ausgebildet ist, deren Boden (82) 
durch das Substrat (86) gebildet ist, in dem die Kanale 
(88) als Locher ausgebildet sind. 

31. Vorrichtung nach Anspruch 29 oder 30, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das Substrat (86) an der Unterseite einer 
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Platte (36) angeordnet ist, in der eine Mehrzahl von Boh- 
rungen als Mikrokuvetten (12) ausgebildet ist, in deren 
Boden (48) Locher (4?) vorgesehen sind, mit denen die Ka- 
nale (40) des Substrates (34) zentriert sind. 

32. Vorrichtung nach einem der Ansprliche 14 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 eine Hydraulik- und Mefleinheit (90) 
vorgesehen ist, die eine zur Unterseite des Substrates 
(86; 110) hin offene Kammer (92; 124) aufweist, die an 
der Unterseite des Substrates (86; 110) derart positio- 
nierbar ist, daJ3 die Kammer (92; 124) mit einem ausge- 
wahlten Kanal (88; 122) kommuniziert und nach auBen abge- 
dichtet ist, wobei die Kammer (92; 124) mindestens eine 
Elektrode (100; 126) enthalt und mit mindestens einem An- 
schlufikanal (96; 130, 132) verbindbar ist, der mit einer 
Unterdruckquelle verbunden ist. 

33. Vorrichtung nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Kammer (124) mit einer Mehrzahl von AnschluflkanSlen 
(130; 132) iiber Ventile (118, 120) verbunden ist. 

34. Vorrichtung nach Anspruch 32 oder 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl eine Verf ahreinheit (104) zum Verfahren und 
Positionieren der Platte (80) und der Hydraulik- und 
Mefleinheit (90) relativ zueinander vorgesehen ist. 
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